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摘要 : 魔芋 软 腐 病 是 魔芋 生产 过 程 中 的 重要 病害 ， 也 是 限制 魔芋 产业 发 展 的 主要 因素 。 目 前 ， 已 有 
报道 魔芋 软 腐 病 主要 由 细菌 引起 ， 鲜 有 真菌 引起 六 球茎 软 腐 发 病 的 报道 。 ME oue 
Æ (Amorphophallus konjac) 软 腐 病 的 病原 种 类 和 侵 染 特征 ， 该 研究 通过 组 织 分 离 法 ， 对 采集 自 云 南 
曲靖 市 的 花 魔 苹 病 样 进行 了 真菌 的 分 离 , 通过 形态 学 结合 基于 ITS 5 LSU Din iE 
对 分 离 真 菌 进行 鉴定 ， 并 根据 柯 赫 氏 法 则 进行 致 病 性 测定 。 对 鉴定 出 的 病 原 真 菌 同 魔芋 软 腐 病原 细 
菌 进行 了 双 回 接 试验 分 析 。 结 果 表 明 : (1)〉 从 形态 学 和 分 子 水平 鉴 定 了 轮 纹 镰刀 菌 CFusarium 
concentricum) . RRI E CF. oxysporum) FU F. ambrosium 3 PIRJE 1 种 毛 霉 属 真菌 (Mucor 
sp) o 1 PRERA (Rhizopus sp.) ，1 种 青 霉 属 真菌 (Penicillium sp.) 和 1 FI ELIR A 18185 88 
A (Clonostachys sp.) 。 (2) 统计 分 析 发 现 ， 轮 纹 镰刀 菌 的 相对 丰 度 最 高 ， 为 4$3.4$5%。 (30 柯 
赫 氏 法 则 检测 发 现 轮 纹 镰刀 菌 (F. concentricum) 具有 致 病 性 。 (4) 轮 纹 镰 刀 菌 和 病原 细菌 胡 葛 小 
果 胶 杆菌 (Pectobacterium aroidearum) 双 接 种 魔芋 球茎 发 现 软 腐 病 发 病 更 快 ， 病 变 组 织 重 E 
于 单 接种 轮 纹 镰刀 菌 或 果 胶 杆菌 CP. aroidearum) 处 理 。 表 明 魔 芋 软 腐 病 可 能 是 由 真菌 和 细 苗 复合 侵 
染 引发 。 本 研究 可 为 魔芋 软 腐 病 的 防治 提供 理论 依据 。 
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Pathogenic fungi isolation, identification from rot tissue of 
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Abstract: Konjac (Amorphophallus konjac) is a horticultural plant with high nutritional and medicinal 
value. The soft rot is a severe disease in production of konjac and it is also the main factor restricting the 
development of the konjac industry. It has been reported that the soft rot of konjac is mainly caused by 
pathogenic bacteria (mainly including Pectobacterium aroidearum, P. carotovorum subsp. carotovorum, P. 
chrysanthemi and Enterobacter sp.), and rarely reports on pathogenic fungi that cause konjac soft rot. In 
order to clarify the pathogenic types and infection characteristics of the soft rot in Qujing City, Yunnan 
province, the diseased corms were collected for fungal isolation by tissue isolation methods. The isolated 
fungi were identified by morphological and molecular identification methods based on ITS and LSU 
sequencing analysis, and pathogenicity was determined according to Koch's rule. The infection 
characteristic was analyzed by mixed inoculation using the identified pathogenic fungi and the pathogenic 
bacteria of konjac soft rot. The results were as follows: (1) Three species of Fusarium spp. (F. 
concentricum, F. oxysporum and F. ambrosium), one species of Mucor sp., one species of Rhizopus sp., 
one species of Penicillium sp. and one species of Clonostachys sp. were identified. (2) Statistics analysis 
found that F. concentricum had the highest abundance (45.4596). (3) Koch postulates tests showed that 
inoculation with F. concentricum caused obvious soft rot symptoms of konjac corms within three days. (4) 
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In addition, mixed P. aroidearum and F. concentricum together ino 


culation promoted the disease 


development, and the weight of the rotten tissue was significantly higher than that of single inoculation 
using F. concentricum or P. aroidearum. Overall, these results indicate that konjac soft rot may be caused 
by a combination of fungus and bacterium infection. This study can provide a theoretical basis for the 


prevention and management of konjac soft rot. 
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魔芋 属 CAmorphophallus) 植物 是 天 南星 科 (Araceae) 多 年 生 草本 植物 ， 主 要 生长 在 高 海拔 山 


区 〔 印 次 和 仇 农 学 , 1995) 。 全 世界 大 约 有 170 种 ， 主 要 分 布 在 越南 、 
中 我 国 约 有 17 种 ， 主 要 集中 分 布 在 广东 、 四 川 、 云 南 等 地 。 魔 芋 球 葵 


缅甸 、 中 国 、 日 本 等 国家 ， 其 
的 蛋白 质 含量 高 于 马铃薯 和 甘 


暮 ， 并 且 富 含 膳食 纤维 。 魔 苹 制 品 热量 低 ， 营 养 价值 和 药 用 价值 高 ， 
血糖 、 改 善 肠 道 菌 群 结构 、 防 癌 等 功效 (Zhang et al., 2005; Chua et al., 


食用 魔芋 具有 减肥 、 降 血压 和 
2010; Srzednicki et al., 2020). 


m H RW (konjac Glucomannan, KGM) 作为 魔芋 粉 的 主要 成 分 Ci etal., 20100 ， 是 一 种 水 溶性 多 
糖 ， 在 食品 科学 、 营 养 保健 、 生 物 技术 、 药 理学 和 精细 化 工 等 领域 具有 多 种 用 途 (Zhang et al., 2005; 


Chua et al., 2010; Behera & Ray, 2016; Zhu, 2018; Srzednicki et al., 2020) > Æ (Amorphophallus 


! (Gao. et al., 2022) 。 作 为 重 


konjac) KAH R Sec denen BLRECERRESZ —, REER 
要 经 济 作 物 ， 魔 苹 已 成 为 云 、 贵 、 川 等 地 区 农业 经 济 发 展 中 最 具 成 长 
业 之 一 ， 也 是 乡村 振兴 重点 推广 种 植 的 作物 。 
软 腐 病 是 魔芋 病害 中 影响 最 为 严重 的 病害 。 由 于 缺乏 持续 有 效 的 
业 威 胁 最 大 的 毁灭 性 病害 ， 在 魔芋 生长 期 和 贮藏 期 均 可 能 发 生 。 生 长 


潜力 与 竞争 优势 的 特色 资源 产 


防 控 措施 ， 被 认为 是 对 魔芋 产 
期 魔芋 软 腐 病 的 发 病 特征 是 杆 


株 的 茎 秆 、 球 茎 部 位 会 由 硬 变 软 ， 叶 片 萎 募 ， 随 后 球茎 发 黑 腐烂 ， 有 
现象 (Wei etal., 2020; 王 敏 珍 等 ，2021) 。 在 贮藏 期 及 播种 期 ， 如 果 
的 初期 ， 其 表皮 会 出 现 水 渍 状 的 褐色 斑纹 ， 并 不 断 的 向 内 扩展 ， 球 葵 
黄 褐色 ， 渗 出 大 量 浓 稠 的 菌 液 ， 致 使 球茎 腐烂 〈 王 敏 珍 等 ，2021) 。 
泛 传 播 ， 对 我 国 的 魔芋 产业 发 展 造成 了 严重 阻碍 。 


奥 味 散发 出 ， 并 会 出 现 倒 苗 的 
' 芋 染 上 软 腐 病 ， 球 茎 在 发 病 
的 白色 组 织 逐 渐变 成 灰色 乃至 
目前 ， 软 腐 病 在 魔芋 种 植 区 广 


目前 ， 有 报道 魔芋 软 腐 病 主要 由 胡 划 小 软 腐 果 胶 杆 菌 〈Pectopacterizm aroidearum) ~ 8899 PC 


腐 果 胶 杆菌 胡 葛 小 软 腐 亚 种 [P. carotovorum subsp. carotovorum (Pcc)]、 


菊 果 胶 杆 菌 CP. chrysanthemi) 


和 肠 杆 菌 属 (Enterobacter sp.) 等 引起 的 细菌 性 软 腐 病 《Wnu et al., 2011; 徐 炜 ，2011; 黄 露 等 ，2014; 


Wu et al., 2015; Sunetal,2019; Wei et al., 2020; Zhang et al., 2022) 
报道 比较 少 。 何 斐 等 〈2016) 研究 发 现 ， 导 致 魔芋 病 株 的 根 区 、 根 表 
J& Hz RJV (Fusarium solani) RRIJA CF. oxysporum) ; AM 


。 关 于 魔芋 软 腐 病 病原 真菌 的 
土壤 和 根系 腐烂 的 病原 真菌 是 
宾 等 (2017) 通过 用 离 体 菌 丝 


块 接种 的 方法 研究 表明 尖 驳 镰刀 菌 对 不 同 品 种 魔芋 球 茎 致 病 力 存在 着 
鉴定 了 魔芋 茎 腐 病 的 病原 菌 ， 也 从 病 样 分 离 鉴定 出 尖 孢 镰刀 菌 和 腐 皮 


发 现 尖 孢 镰刀 菌 菌 株 xymy-8) EERTE, EJJA (xymy-7、xymy-9) 有 致 病 性 ， 且 致 病 性 有 


差异 。 赵 兴 丽 等 (2022) 分 离 
镰刀 菌 2 个 种 ， 但 致 病 性 检测 


差异 。 目 前 ， 主 流 观 点 认为 魔芋 软 腐 病 病原 菌 为 细菌 〈 徐 炜 ，2011; Wu et al., 2015; Wei et al., 2020; 


Zhang et al., 2022) ， 但 是 研究 发 现 云南 曲靖 市 地 区 储存 期 魔芋 球 茎 发 
菌 丝 ， 田 间 发 病 植 株 取样 放置 后 也 会 在 极 短 的 时 间 内 长 出 大 量 菌 丝 ， 


病 会 在 病 组 织 处 长 出 大 量 真菌 
甚至 在 田间 也 能 发 现 软 腐 病 组 


织 处 有 真菌 菌 丝 长 出 。 魔 芋 软 腐 病原 细菌 侵 染 特征 相关 研究 表明 病原 
魔王 块 蔡 ， 只 能 通过 芽 匡 、 伤 口 侵 染 致 病 〈 黄 露 等 ，2014; Wu etal., 
短期 大 量 传 播 爆 发 ， 一 方面 可 能 由 于 田间 病原 菌 累积 ， 雨 水 冲刷 莹 延 
面 可 能 是 由 于 病原 真菌 的 侵 染 为 病原 细菌 侵 染 提供 了 通道 。 

本 研究 以 云南 省 曲靖 市 魔王 产业 种 植 区 为 研究 区 域 ， 针 对 花 魔芋 
离 方法 ， 通 过 形态 学 鉴定 和 分 子 生物 学 手段 以 及 科 赫 氏 法 则 检测 ， 


苗 不 能 直接 通过 自然 孔 口 侵 染 
2021) 。 田 间 魔 芋 软 腐 病 能 够 
( 张 红 双 等 ，2012) ， 另 一 方 


软 腐 病 球茎 ， 采 用 真菌 组 织 分 


并 利用 所 分 离 病原 真菌 与 魔芋 软 


腐 病 原 细 菌 进 行 双 回 接 试验 ， 拟 探讨 以 下 问题 : (1) 魔芋 软 腐 病 病 原 物种 类 是 真菌 、 细 菌 抑或 复合 


病害 。 (2) 魔芋 软 腐 病 病原 真菌 的 种 类 、 分 类 地 位 和 病害 特征 如 何 。 
精准 防治 提供 理论 依据 。 

1 材料 与 方法 

1.1. 试验 材料 


以 期 为 云南 地 区 魔芋 软 腐 病 的 


发 病 花 魔芋 球茎 采 自 云南 富源 县 、 曲 靖 沾 益 区 和 陆 良 县 魔芋 种 植 基地 ， 详 见 表 1。 魔 芋 发 病症 


状 如 图 1 所 示 ， 植 株 叶 片 发 黄 ， 有 蓉 彗 症状 ， 并 会 出 现 倒 苗 现象 ; 植株 的 茎 秆 和 /或 球茎 部 位 有 软 腐 
症状 ， 挖 出 的 球茎 发 黑 腐烂 ， 散 发 出 自 味 (图 1: A，B，D) 。 所 采 病 样 在 病 组 织 处 有 大 量 白色 和 / 
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或 黄色 真菌 菌 丝 ， 有 些 病 样 采 集 时 未 发 现 真 菌 菌 丝 但 取样 室温 放置 后 也 会 在 极 短 的 时 间 内 长 出 大 量 
真菌 菌 丝 ( (图 1: B，C) 。 


加 | 


R1 样 地 概况 
Tablel General situation of sample sites 
样 地 采样 时 间 海拔 纬度 经 度 
Sample sites Sample time Altitude (m) Latitude Longitude 
语源 县 Fuyuan County 2019-08-15 1964 25?43'0" N 104?12'13" E 
1 靖 沾 益 区 Zhanyi District, Qujing 2019-08-16 2 004 25?54'36" N 103?48'28" E 
陆 良 县 Luliang County 2019- 08-16 1875 25?07'12" N 103?47'54" E 


A. 花 魔 苹 整 株 软 腐 病 症状 图 ，B. EFEKAN: C 球茎 软 腐 早期 ，D. 球茎 、 茎 秆 基部 软 腐 晚 期 。 


A. Rot character of the whole plant; B. Rot character of the stem; C. Rot character of corm in the early period; D. Rot 


character of stem and corm in later period. 
图 1 花 魔芋 软 腐 病 症状 图 
Fig. 1 Rot character of Amorphophallus konjac 


12. 试验 方法 
1.2.1 菌株 的 分 离 纯 化 
(1) 真菌 分 离 
具有 软 腐 病 状 的 花 魔 苹 球 茎 , 流水 冲洗 掉 表 面 泥 土 ， 取 发 病 与 健康 交界 处 组 织 切 成 0.3 cm 左 
右 小 块 ;，75% 的 乙醇 浸泡 30 s 对 样品 组 织 表 面 消毒 ， 无 菌 水 冲洗 3 次 ; 将 3~5 块 消 毒 后 的 组 织 块 转 
移 到 PDA【〔 培 养 基 中 含 3%o 乳 酸 ) 平板 , 均匀 排 布 , 编号 ， 用 封口 膜 封 口 ; 25 °C 培养 箱 中 上 暗 培 养 2~5 
d. 
(2) 真菌 纯化 

培养 2~5 d 后 ,组织 块 周围 长 出 不 同 颜色 和 形状 真菌 菌落 ; 用 接种 针 沿 菌落 边缘 挑 取 部 分 菌 丝 ， 
接种 至 新 PDA 平板 上 ， 编 号 ， 培 养 箱 中 25 °C 暗 培养 ， 观 察 并 记录 其 生长 情况 。 重 复 真 菌 纯化 培养 
操作 2 遍 。 


1.22 形态 学 鉴定 

将 分 离 纯 化 的 菌株 培养 一 周 后 ， 制 作 产 孢 菌株 的 临时 玻 片 ， 用 复合 式 显微镜 (Olympus BX53) 
观察 菌株 的 菌 丝 、 产 孢 结构 及 孢子 结构 特征 并 拍照 , 使 用 Image FrameWork 软件 测量 其 孢子 大 小 (每 
个 菌株 选择 20 f TO 。 有 具体 参考 《真菌 鉴定 手册 》 GARE, 1979) 进行 形态 鉴定 。 
1.2.3 分 子 生物 学 鉴定 

从 纯化 后 的 真菌 培养 下 中 刮 取 菌 丝 ， 置 于 1.5 mL 离心 管 中 ， 用 液 氮 研磨 ，CTAB 法 提取 真菌 基 
因 组 DNA, 用 (LROR: 5'-GTACCCGCTGAACTTAAGC-3fl LR5: 5'- ATCCTGAGGGAAACTTC -3') 
Vilgalys & Hester, 1990 ) 5j ( ITS4: 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' 和 ITS5: 
5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') (White et al., 1990) 两 对 引物 分 别 扩 增 所 分 离 菌株 的 LSU 
和 ITS 保守 区 段 , 扩 增 后 的 样品 送 测序 。 测序 结 果 用 BioEdit 编辑 后 , 在 NCBI 数据 库 中 进行 Blastn， 
下 载 高 同 源 性 序列 和 相关 数据 ， 以 Russula vesca 菌株 作为 系统 发 育 树 的 外 群 ， MEGA-X (Clustal W, 
Neighbor-Joining, bootstrap-1 000) 构建 系统 发 育 树 。 
.2.3 致 病 性 鉴定 
1) pis E Du p nd 
将 鉴定 出 的 7 种 真菌 培养 平板 ， 用 打 孔 器 打 直径 为 0.5 cm 的 菌 饼 ， 菌 丝 面 接 在 健康 魔 苹 块 茎 片 
上 ， 以 无 菌 琼脂 饼 为 空白 对 照 置 于 28 "C 温 箱 保湿 培养 ， 观察 是 否 出 现 软 腐 病 特征 。 患 病 组 织 块 再 次 
分 离 真 菌 ， 鉴 定 。 
C2) 病原 细菌 和 真菌 接种 试验 
N 处 理 1 CFH) KAJE (Fusarium concentricum) 菌 饼 (直径 0.5 cm) 和 ODoo X 0.1 的 
J= 胡萝卜 果 胶 杆菌 CP. aroidearum) 菌 液 20 uL 接种 到 健康 魔芋 块茎 上 ; 处 理 2 (F) 只 接种 轮 纹 镰刀 
c 菌 菌 饼 和 20 uL 无 菌 水 到 健康 魔芋 块茎 上 ; 处 理 3 (PO 只 接种 ODeoo 为 0.1 的 胡 葛 卜 果 胶 杆 菌 菌 液 
= 20 uL 和 无 菌 琼脂 饼 到 健康 魔 苹 块茎 上 ; 处 理 4 (CK) 接种 无 菌 水 和 无 菌 琼脂 饼 。 将 4 种 处 理 置 于 
m 28 "C 保 湿 培养 3 d， 用 硅胶 勺 将 软 腐 组 织 挖 出 称 重 ， 获 得 的 数据 用 SPSS (IBM SPSS Statistics 19) 
进行 单 因素 方差 分 析 Cone-way ANOVA) ，Tukey 方法 检验 ，Excel 作 图 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 花 魔 苹 球 茎 软 腐 真 菌 分 离 纯 化 

从 发 病 花 魔芋 球茎 组 织 中 分 离 、 纯 化 出 22 REAR, 编号 为 M1-M25 (M2, M13 和 M16 纯化 失 
败 )， 在 PDA 培养 基 25 它 培养 5 d 后 观察 菌落 形态 、 微 观 结构 特征 。 其 中 菌株 MI M3, M4, 
M5, M6, M8, M9, M11, M14 和 M25 生长 迅速 ， 菌 落 正 反面 都 呈 砖 红 偏 紫色 或 淡 紫 色 ， 边 缘 齐 
整 ， 绒 毛 状 ， 菌 落 表 面 有 白色 棉 架 状 ， 环 纹 不 明显 ; 分 生 孢 子 长 约 7.51 hm， 宽 约 3.51 um， 以 小 型 
4 Efü-TX. SUBE. AAECKTRTURS. KAW: 菌 丝 有 隔 ， 可 产生 红色 色素 ， 菌 丝 中 部 产 抱 。 
菌株 M7 在 PDA 生长 迅速 , 菌落 中 部 正 、 反面 都 呈 红 偏 淡 紫色 , 边缘 白色 不 整齐 ; TETKA 7.60 
um, $529 4.03 hm， 小 型 分 生 孢 子 卵 圆 形 ， 大 型 分 生 孢 子 灸 刀 形 ， 有 隔 ， 会 产生 红色 色素 ， 菌 丝 有 
隔 ， 从 菌 丝 中 间 产 孢 。 菌 株 M10 和 MI15 生长 迅速 ， 菌 落 正 反面 都 显 白 色 ， 边 缘 整 齐 ， 绒 毛 状 ， 菌 
落 环 纹 不 明显 ; 分 生 钨 子 的 约 10.77 hm， 宽 约 5.92 hm， 小 型 分 生 钨 子 为 主 ， 旦 卵 圆 形 ， 大 型 分 生息 
子 稍 弯 ， 有 一 个 分 隔 或 无 分 隔 ， 菌 丝 透 明 ， 有 隔 ， 从 菌 丝 中 部 产 孢 。 菌 株 M12、M19 和 M22 的 菌落 
正面 呈 白 色 并 带 有 淡 黄 色 ， 菌 落 中 心 于 边缘 ， 有 或 无 环 纹 ; 分 生 孢 子 长 约 4.68 jm， 宽 约 3.16 um, 
椭圆 形 ， 表 面 光 滑 ， 无 隔 透 明 ; 菌 丝 白 色 和 象 状 ， 菌 丝 透 明 有 隔 ， 顶 端 呈 帅 状 分 枝 。 菌 株 M17 和 M21 
生长 迅速 ， 分 生 和 孢子 长 约 5.54 um, 9229 4.01 um， 小 型 分 生 孢 子 为 椭圆 形 ， 大 型 分 生 孢 子 为 球形 ; 
菌 丝 分 枝 少 ， 透 明 状 ， 菌 丝 的 顶端 有 球形 孢子 赛 产 得 。 菌 株 M18、M20 和 M23 生长 迅速 ， 菌 落 正 本 
靠 里 颜色 呈 深 灰色 ， 边 缘 呈 白色 ， 反 面 呈 白 色 ， 质 地 政 松 ， 边 缘 不 整齐 ， 无 菌落 环 纹 ， 菌 落 表 面 有 
黑色 ; 分 生 孢 子 为 圆 形 或 椭圆 形 ， 分 生 和 孢子 长 约 435 jm， 宽 约 3.61 um， 孢子 壁 厚 ， 有 营养 菌 丝 ， 
大 部 分 无 隔 ， 会 产生 黄色 色素 ， 顶 端 膀 大 形成 苞 子 吉 进 行 产 孢 。 菌 株 M24 生长 迅速 ， 菌 落 正 面 呈 灰 
白色 发 青 ， 反 面 旦 灰白 色 ， 边 缘 不 整齐 ， 绒 毛 状 ， 菌 落 环 纹 明显 ; 分 生息 子 长 约 3.15 um, $523 2.67 
km， 分 生 孢 子 为 球形 或 卵 圆 形 ， 孢 子 壁 厚 ， 菌 丝 有 隔 ， 中 部 产 抱 或 顶端 的 产 孢 结构 产 抱 (图 2， 图 
3). 
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MI, M3-MI2 和 MI4-M25 为 分 离 菌株 编号 。 下 同 。 
M1, M3-MI2 and M14-M25 are the number of isolated strains. The same below. 


图 2 分 离 菌株 PDA 培养 菌落 图 


Fig.2 Isolated strains cultured on PDA medium 
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3 分 离 菌株 显 微 观察 (标尺 -20 pm) 


Fig. 3 Microscopic observation of isolated strains (Bar = 20 hm) 


2.2 花 魔芋 球茎 软 腐 真 菌 分 子 生 物 学 鉴定 

提取 分 离 纯 化 的 22 株 真菌 的 基因 组 DNA， 用 ITS 和 LSU 两 对 引物 扩 增 并 测序 后 ，NCBI 数据 
库 中 Blastn 后 ， 下 载 22 个 菌株 的 ITS 和 LSU 基因 的 相似 序列 ， 构 建 系统 发 育 树 ， 结 果 表 明 除 MS 
菌株 的 ITS 序列 与 轮 纹 镰刀 菌 CFusarium concentricum) 模式 菌株 的 相似 度 为 96.8996, MI. M3. 
M4. M6. M8. M9, M11, MIA 和 M25 的 ITS 和 LSU 序列 与 轮 纹 镰刀 菌 模 式 菌 株 的 相似 度 均 大 于 
97.77% (R1) 。 此 外 系统 发 育 分 析 结 果 表 明 , M1, M3, M4, M6, M8, M9, M11, M14 和 M25 
与 轮 纹 镰刀 菌 的 进化 地 位 接近 ， 支 持 度 为 72%， 可 认为 是 同一 物种 。M10 和 M15 与 F ambrosium 的 
进化 地 位 接近 ， 支 持 度 为 80%， 且 与 模式 株 EF ambrosium 的 ITS 和 LSU 两 段 序 列 相 似 性 在 97.8296 
以 上 ， 可 以 认为 是 同一 物种 。M7 与 尖 孢 镰刀 菌 CF. oxysporum) 的 进化 地 位 接近 ， 支 持 度 为 99%， 
且 序 列 相 似 度 为 98.95%， 可 以 认为 是 同一 物种 。M12，M19 和 M22 的 ITS 和 LSU 序列 与 粉红 螺旋 
RTE (Clonostachys rosea f. catenulata) 模式 菌株 的 相似 度 大 于 99%， 且 系统 发 育 分 析 显 示 在 同一 
进化 分 支 的 支持 度 为 84%， 所 以 M12，M19 和 M22 与 粉红 螺旋 聚 孢 考 可 认为 是 同一 物种 。MI17 的 
ITS 和 LSU 序列 与 拜 尼 尔 毛 址 (Mucor bainieri) 模式 菌株 的 相似 度 分 别 是 97.22% 和 99.23%, HÆ 
同一 进化 分 支 的 支持 度 为 100%， 可 以 认为 是 同一 物种 ; 而 M21 的 ITS 和 LSU 基因 序列 与 拜 尼 尔 毛 
霉菌 株 的 相似 度 分 别 是 91.39% 和 99.2096, 但 与 之 在 同一 进化 分 支 的 支持 度 为 100%， 所 以 M21 应 该 
是 毛 霉 属 真菌 。M18 和 M23 的 ITS 和 LSU 基因 序列 与 单 抱 根 考 (Rhizopus azygosporus) 的 模式 菌 
株 相似 度 大 于 98%， 且 在 同一 进化 分 支 的 支持 度 为 97%， 因 此 可 认为 M18 和 M23 与 单 移 根 考 是 同 
一 菌株 ; M20 的 ITS 和 LSU 基因 序列 与 单 抱 根 考 菌株 的 相似 度 分 别 是 98.89% 和 85.8596, H-5% 
根 霉 进化 在 同一 分 支 的 支持 率 为 100%, 可 以 认为 M20 是 根 霉 属 真菌 。M24 在 NCBI 数据 库 中 的 ITS 
和 LSU 基因 序列 与 氧 氮 卓 青 霉 (Penicillium solitum) 菌株 的 相似 度 是 91.80%; 进化 同一 分 支 的 支持 
率 为 96%， 可 以 认为 M24 EREA (Penicillium sp.) 〈 表 2， 图 4) 。 


表 2 魔 苹 软 腐 病 块 组 织 分 离 真菌 ITS 和 LSU 序列 NCBI 数据 库 比 对 结果 


Table 2 Comparison results of isolation fungal ITS and LSU sequences from NCBI database 


相似 菌株 
名称 登录 号 ys 
igne a OGXERLXES LES 相似 度 
Strain No. ipn epa Nearest fungi Identity (96) 
name accession No. of 
nearest fungi 
vi ITS NR111886.1 98.27 
LSU NG069847.1 98.85 
M3 M4 M6 ITS NR111886.1 98.24 
M9 M11 M14 LSU NG069847.1 98.85 
Ms ITS NR111886.1 565058 7J Bj 96.89 
LSU NG069847.1 Fusarium concentricum 98.62 
M8 ITS NR111886.1 97.88 
LSU NG069847.1 98.77 
ITS NR111886.1 98.24 
M25 
LSU NG069847.1 98.77 
m ITS LT841236.1 RHET 98.95 
LSU LT841236.1 F. oxysporum 98.95 
v ITS NR173405.1 98.01 
LSU NG076685.1 Pi JJH Je 98.92 
SE ITS NR173405.1 F. ambrosium 97.82 
LSU NG076685.1 98.92 
TE ITS NR165993.1 99.25 
LSU NG063969.1 粉红 螺旋 聚 孢 霉 99.65 
ITS NR165993.1 Clonostachys rosea f. catenulata 99.25 
M19 M22 

LSU NG063969.1 99.77 


202307.00173v1 


chinaXiv 


iE: MI, M3-MI12 和 M14~M25 为 分 离 菌 


综 上 , 结合 形 


种 ， 占 总 分 离 真菌 


ITS NR103628.1 
M17 

LSU NG067371.1 

ITS NR103628.1 
M21 

LSU NG067371.1 

ITS NR103653.1 
M18 

LSU NG066155.1 

ITS NR103653.1 
M20 

LSU NG066155.1 

ITS NR103653.1 
M23 

LSU NG066155.1 
M24 ITS&LSU JX290030.1 


株 编号 。 下 同 。 
Note: MI, M3-MI2 and M14-M25 are the number of isolated strains. The same below. 
态 鉴定 结果 共 鉴 定 出 中 镰刀 菌 有 轮 纹 镰刀 菌 、 尖 孢 镰刀 菌 和 Fusarium ambrosium 3 
种 类 的 43.8696; 毛 霉 属 真菌 (Mucor bainieri) ~ €f 8& (Rhizopus azygosporus)、 


SERR 


种 类 的 14.2995. 


FEKET 


Maucor bainieri 


ARE 
Rhizopus azygosporus 


NUT SE Penicillium solitum 
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97.22 
99.23 
91.39 
99.20 
98.89 
99.00 
98.89 
85.85 
98.73 
98.22 
91.80 


青 霉 属 真菌 (Penicillium sp.) &UEZLI RIUT (Clonostachys rosea f. catenulata) 各 1 种， 各 占 总 
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$6518 7] Ei Fusarium concentricum Type 
F. circinatum Type 

M7 

RHI HF. oxysporum Type 
BRAF. solani 

F. ambrosium Type 

M10 

M15 


100 


100 


100 


100 


MLA E BI Clonstachys rosea 
334138 E 3E 7838 C. roseat. catenulata Type 
M12 

M19 

M22 

M24 

SR xL BEES Penicillium solitum 

M17 

M21 

fEJE R75 8$ Mucor bainieri Type 

M20 

M23 

M18 

38181838 Rhizopus azygosporusType 
ŽI ý Russula vesca 


图 4 菌株 的 系统 发 育 树 


Fig.4 Phylogenetic tree of strains 
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根据 鉴定 结果 ， 对 不 同 种 类 菌株 进行 了 分 离 频率 的 统计 。 从 魔芋 软 腐 病 株 中 分 离 得 到 的 轮 纹 灸 
刀 菌 出 现 的 频率 最 高 ， 其 相对 丰 度 为 45.45%; 菌株 粉红 螺旋 聚 钨 霉 和 单 钨 根 霉 出 现 的 频率 较 高 ， 其 
相对 丰 度 为 13.64%; 菌株 Fusarium ambrosium 和 拜 尼 尔 毛 霉 出 现 的 频率 较 低 , 其 相对 丰 度 为 9.09%; 
菌株 尖 孢 灸 刀 菌 和 和 氧气 章 青 霉 出 现 的 频率 最 低 ， 其 相对 丰 度 为 4.55%《〈 表 2) ， 由 此 可 以 推 昕 ， 轮 纹 
镰刀 菌 是 魔芋 软 腐 病 致 病菌 的 概率 最 大 〈 表 3) 。 


表 3 分 离 菌株 的 相对 丰 度 


Table 3 Relative abundance of isolated strains 
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相似 菌株 菌株 编号 菌株 数 相对 丰 度 
Nearest strains Strain No. Strain counts Relative abundance (96) 
M1 M3 M4 M5 M6 
HEARE] E Fusarium concentricum M8 M9 M11 M14 10 45.45 
M25 
镰刀 菌 属 F. ambrosium M10 MIS 2 9.09 
RHI A F oxysporum M7 1 4.55 
ŽW RE Rhizopus azygosporus M18 M20 M23 3 13.64 
Ti zr EA f; Clonostachys rosea f. catenulata M12 M19 M22 3 13.64 
$EJ5 ES Mucor bainieri M17 M21 2 9.09 
TES Penicillium sp. M24 1 4.55 
总 计 Total a 22 100 


2.3 PARAE 

将 鉴定 出 的 7 个 菌株 直径 0.5 cm 的 菌 饼 接 种 在 健康 的 魔芋 球茎 切片 上 ，28 CMERI 3 d 后 ， 
接种 轮 纹 镰刀 菌 菌 饼 的 球茎 切片 可 以 闻 到 明显 的 和 具 味 ， 并 且 接 菌 处 附近 均 出 现 了 明显 的 发 黑 软 腐 症 
状 ， 且 面积 在 不 断 地 扩大 ， 此 现象 与 魔芋 软 腐 病 的 发 病症 状 相 同 ， 而 空白 对 照 处 无 发 病 的 症状 。 从 
接种 发 病 的 魔 苹 球茎 上 又 可 以 重新 分 离 到 接种 菌株 ， 因 此 可 以 确定 该 菌株 可 能 是 魔芋 软 腐 病 的 致 病 
真菌 (图 5) 。 混 合 接种 试验 发 现 ， 同 时 接种 轮 纹 镰刀 菌 (Fusarium concentricum) 和 胡 葛 卜 果 胶 杆 
菌 (Pectobacterium aroidearum) (FHP) 处 理 软 腐 组 织 重 量 显著 高 于 单 接种 处 理 F 和 了 P) 处 理 ， 说 
明 在 野外 环境 中 魔王 软 腐 病 可 能 是 由 真菌 和 细菌 复合 侵 染 引起 的 。 从 软 腐 组 织 重量 可 以 看 出 ， 病 原 
细菌 胡萝卜 果 胶 杆菌 在 相同 条 件 下 致 病 性 高 于 轮 纹 镰刀 菌 (图 6) 。 


红线 框 内 为 空白 接种 ，A 为 接种 Fusarium concentricum 菌株 ; B 为 接种 E oxysporum WER; C 为 接种 已 ambrosium; 
D 为 接种 Clonostachys rosea f. catenulata; E 为 接种 Rhizopus azygosporus; 下 为 接种 Mucor bainieri; G 为 接种 Penicillium 
sp.。 

Inside the red frame are mock inoculation; A is inoculated with Fusarium concentricum; B is inoculated with F oxysporum; 
C is inoculated with F. ambrosium; D is inoculated with Clonostachys rosea f. catenulate; E is inoculated with Rhizopus 


ai S-S, F T Ve ^-H m 


~ 
CAH la AA | 


azygosporus; F is inoculated with Mucor bainieri; G is inoculated with Penicillium sp. 
图 5 柯 赫 氏 法 则 检测 
Fig. 5 Koch postulates test of isolated fungi 
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F+P 为 接种 Fusarium concentricum 和 Pectobacterium aroidearu; F 为 单 接种 下 concentricum; P 为 单 接种 Pectobacterium 
aroidearum, CK 为 对 照 。 不 同 字 母 间 表示 差异 显著 。 
F+P is inoculated with Fusarium concentricum and Pectobacterium aroidearum; F is inoculated with F concentricum; P is 
inoculated with Pectobacterium aroidearum; CK is control treatment. Different letters indicates significant differences. 

图 6 混合 病原 菌 接种 致 病 性 检测 


Fig. 6 Pathogenicity test of mixed pathogen inoculation 


3 讨论 与 结 

对 于 防治 植物 病害 起 着 关键 性 作用 。 AA EATE ET IE E E 
纯化 ， 获 得 22 株 真 菌 ， 根 据 形态 特征 结合 分 子 生 物 学 手段 ， 共 鉴定 出 有 7 种 真菌 ， 198 7J PRU 46 
纹 镰刀 菌 (Fusarium concentricum) ~ REJJ E CF. oxysporum) FU F. ambrosium 3 种 ， EER H 
(Mucor bainieri) 、 根 霉 属 真菌 (Rhizopus azygosporus) ~ Ti 9]& (Penicillium sp.) 和 粉红 螺旋 聚 
WEBAK (Clonostachys rosea f. catenulata) 各 1 种 。 根 据 柯 赫 氏 法 则 检测 本 研究 发 现 轮 纹 镰刀 菌 
具有 致 病 性 ， 推 断 轮 纹 饮 刀 菌 可 能 是 云南 曲靖 市 地 区 魔 苹 软 腐 病 原 真 菌 。 据 报道 轮 纹 镰刀 菌 也 是 辣 
W CCapsicum annuum) 果实 软 腐 病 (Wang et al., 2013) 、 玉 米 (Zea mays) JAJA (Du et al., 20200. 
罗汉 松 (Podocarpus macrophyllus) JA (Qin etal., 2021) 和 玫瑰 茄 (Hibiscus sabdariffa) 果 斑 
J^ (Rahim etal., 2020) 的 病原 真菌 。 云 南 地 区 魔芋 大 田 规 模 化 栽培 往往 与 玉米 套种 ， 这 可 能 会 增 
加 魔 苹 真菌 性 软 腐 病 和 玉米 穗 腐 病 的 风险 。 何 斐 等 (2016) ERFIR A H3 2 fe 98 7 PURI JS Sz 
JIK CF. solani) 两 种 镰刀 菌 ， 通过 回 接 毒 素 粒 提 液 ， 发 现 可 以 引发 魔芋 球茎 腐烂 。 李 迎 宾 等 (2017) 
也 报道 了 从 具有 魔芋 软 腐 症 状 的 球茎 分 离 出 了 尖 孢 镰刀 菌 和 腐 皮 镰刀 菌 两 种 镰刀 菌 ， 致 病 性 检测 发 
现 尖 孢 镰刀 菌 和 腐 皮 镰刀 苦 都 能 引起 花 魔 桩 发 病 ， 但 尖 孢 镰刀 菌 不 能 引起 珠 芽 黄 魔芋 发 病 。 赵 兴 丽 
等 (2022) 也 从 魔芋 茎 腐 病 病 样 分 离 鉴定 出 尖 孢 镰刀 菌 和 腐 皮 镰刀 菌 两 种 镰刀 菌 ， 但 致 病 性 检测 发 
现 尖 孢 镰刀 菌 〈 菌 株 xymy-8) 无 致 病 性 ， 腐 皮 镰 刀 菌 〈 菌 株 xymy-7、xymy-9) 有 致 病 性 ， 但 致 病 
性 有 差异 。 本 研究 也 分 离 出 了 尖 钨 镰刀 菌 ， 但 致 病 性 检测 发 现 其 致 病 性 弱 于 轮 纹 镰刀 菌 。 不 同 研究 
中 这 些 镰刀 菌 对 魔芋 的 致 病 性 存在 差异 ， 这 可 能 与 菌株 间 毒 力 差 异 和 魔芋 种 植 地 域 差异 有 关 。 
此 外 ， 本 研究 利用 病原 细菌 胡萝卜 果 胶 杆菌 CPectobacterium aroidearum ) 和 致 病 真 菌 轮 纹 镰刀 
菌 进行 了 双 接 种 魔芋 球茎 试验 ， 发 现 胡 葛 让 果 胶 杆菌 和 轮 纹 镰刀 菌 双 接种 处 理 的 软 腐 组 织 重 量 显著 
高 于 单 接种 处 理 ， 说 明 魔 芋 软 腐 病 细菌 病原 菌 和 真菌 同时 侵 染 会 加 快 魔芋 组 织 软 腐化 速率 。 因 此 我 
们 推测 魔芋 软 腐 病 可 能 是 一 种 真菌 、 细 菌 复合 侵 染 病害 。 病 原 细菌 不 像 病原 真菌 能 够 形成 附着 胞 等 
结构 主动 侵入 宿主 ， 病 原 细 菌 侵 染 往往 需要 侵 染 孔 口 ， 并 在 侵 染 处 达到 一 定 的 数量 才能 发 病 《〈 杨 珍 
等 , 2019; Chadha et al.2022) . Wu 4$ (2021) 研究 魔芋 软 腐 病 侵 染 路 径 发 现 ， 软 腐 病 病原 细菌 不 能 
直接 侵 染 完好 球茎 或 从 天 然 孔 口 侵入 魔芋 ， 而 是 通过 伤口 或 根 、 鳞 芽 等 组 织 的 生长 部 位 侵入 魔芋 。 


黄 露 等 (2014) 利用 荧光 和 蛋白 标记 病原 细菌 探究 了 不 同 接种 〈 针 刺 、 涂 抹 和 灌 根 ) 方法 对 魔芋 组 培 
苗 的 侵 染 特性 ， 也 发 现 病原 菌 不 能 从 自然 孔 口 和 根部 侵 染 魔 苹 植株 ， 主 要 是 通过 伤口 侵 染 致 病 。 上 田 
间 魔 苹 软 腐 病 能 够 短期 大 量 传播 爆发 ， 一 方面 可 能 由 于 田间 病原 菌 累积 ， 雨 水 冲刷 蔓延 〈( 张 红 双 等 , 
2012) ， 男 一 方面 自然 状态 下 ， 真 菌 侵 染 伤口 可 能 为 病原 细菌 的 侵 染 提供 了 侵 染 通道 ， 从 而 导致 软 
腐 病 的 快速 发 病 。 本 研究 还 在 魔芋 软 腐 病 状 组 织 病 健 交界 处 分 离 出 了 毛 霉 、 根 霉 和 青 霉 等 腐生 真菌 ， 
这 些 真菌 不 能 引起 健康 魔芋 球茎 发 病 ， 它 们 在 软 腐 病 发 病 过 程 中 具体 起 到 什么 作用 ， 还 有 待 进一步 
研究 。 但 是 这 些 腐生 真菌 可 以 加 速 软 腐 组 织 的 降解 (Kavkler & Demšar, 2019) ， 同 时 这 些 真菌 快速 
繁殖 的 过 程 也 会 分 泌 各 种 多 糖 降 解 酶 类 物质 (Lange et al.，2012) ， 从 而 影响 魔芋 球茎 健康 部 位 ， 加 
快 软 腐 病 的 发 病 。 此 外 ， 我 们 还 从 魔芋 软 腐 病 状 组 织 病 健 交 界 处 分 离 出 了 粉红 螺旋 聚 孢 霉 属 真菌 ， 

一 种 生 防 菌 ， 能 够 捕食 真菌 和 线虫 (Seenivasagan & Babalola, 2021) ， 这 可 能 是 因为 魔芋 软 腐 病 块 
组 织 处 的 次 生 侵 染 真菌 和 线虫 能 够 为 其 提供 食物 。 
尽管 对 魔芋 软 腐 病 防治 的 研究 相关 报道 较 多 〈 崔 双 等 , 2021; 代 雪 凤 等 , 2021; 赵 小 明 等 , 2021) 
晶 是 效果 显著 的 防治 方法 并 不 多 。 本 研究 明确 了 魔 苹 球 茎 软 腐 病 组 织 的 真菌 群落 类 型 ， 首 次 确定 了 
轮 纹 镰刀 菌 (Fusarium concentricum) 可 以 引起 魔 苹 球 茎 软 腐 ， 是 致 病 真菌 。 病 原 细菌 胡萝卜 果 胶 杆 
Wi (Pectobacterium aroidearum) 和 轮 纹 镰刀 菌 双 回 接 试验 显示 魔芋 软 腐 病原 细菌 和 真菌 同时 侵 染 会 
提高 魔芋 组 织 软 腐化 速率 ， 表 明 魔 芋 软 腐 病 可 能 是 一 种 真菌 和 细菌 复合 侵 染 的 病害 。 研 究 明 确 了 云 
南 曲靖 市 花 魔 芋 种 植 区 软 腐 病 的 病原 真菌 种 类 和 病害 特征 ， 对 于 该 病害 的 防 控 具 有 十 分 重要 的 现实 
意义 。 
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